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Freqiiéncia e atividade enzimatica de Candida albicans s i on M0
Aceito para publicagdo em 07/12/04

isoladas da mucosa bucal de criancas de uma creche il 2
da prefeitura de Fortaleza

Frequency and enzymatic activity of Candida albicans isolated from the buccal mucosa of children of a day-care
center of the city hall of Fortaleza, Ceard, Brazil

Everardo Albuquerque Menezes'; Marcio de Souza Cavalcante? Roberto Barbosa Farias%; Andréa Bessa Teixeira®;
Felipe Gomes Pinheiro®; Beatriz Pinheiro Bezerra®; Jilio César Nogueira Torres*; Francisco Afranio Cunha®

TR resumo

Candida albicans As candidiases bucais (também chamadas sapinhos) que ocorrem em criangas sdo causadas por uma
deficiéncia imunolégica, bem como por outros fatores tais como mé higiene bucal e esterilizacdo ina-
dequada dos utensilios utilizados pelas mesmas, que potencializam a ocorréncia dessa infeccdo flngica.
Considerando esse fato, foram avaliadas a freqiiéncia e a atividade enzimética de Candida sp. isoladas em
Fosfolipase criancas de uma creche publica (Aprisco) na cidade de Fortaleza, Ceara. Foram coletadas amostras da
mucosa bucal de 364 alunos de 1 a 5 anos de idade. Elas foram semeadas em &gar Sabouraud dextrose
com cloranfenicol, incubadas por 72 horas a 37°C e identificadas por testes micoldgicos. Verificou-se
que 67 (18%) apresentaram leveduras do género Candida. A Candida albicans foi a mais freqliente,
com 30 isolados (45%), sequida pelas C. tropicalis (31%), C. guilliermondii (17%), C. glabrata (4,5%)
e C. stellatoidea (1,5%). Com relacéo as atividades enzimaticas das cepas de Candida albicans, 20%
produziram a enzima proteinase e 33%, a fosfolipase. As Candida albicans isoladas da mucosa bucal
de criancas dessa creche da prefeitura apresentaram uma fraca atividade enzimatica. Assim, conclui-se

Sapinho

Atividade enzimatica

Proteinase

que essas cepas parecem ter uma baixa viruléncia.

abstract IS

Immunedefficiency is one of the main causes of buccal candidiasis, also called thrush, in children. Other factors like | Candida albicans
inadequate mouth hygiene and inappropriate sterilization utensils potentialize this fungal infection. Considering

Thrush
these facts, Candida sp. frequency and enzymatic activity were evaluated in 364 stocks from mouth mucous of

one to five year-old children from a public day care center in Fortaleza, Ceard (Brazil). The samples were cultured | Erzymatic activity
in dextrose Sabouraud with chloranfenicol agar and incubated for 72 hours at 37°C. They were identified by | phospholipase
mycological tests. It was verified that 67 samples (18%) presented Candida sp. and the most frequent genus was
Candida albicans (30%-45%) followed by C. tropicalis (31%), C. guilliermondi (17%), C. glabrata (4.5%) and
C. stellatoidea (1,5%). Considering enzymatic activitie of Candida albicans strains, 20% produced proteinasis
and 33% produced phospholipasis. Candida albicans isolated from children mouth mucous from a public day
care center in Fortaleza presented a weak enzymatic activity. This finding leads to the conclusion that those
strains seem to be of low virulence.

Proteinase
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Introducéo

As infeccdes causadas por leveduras do género Candida
sdo denominadas candidiase ou candidose. Seu espectro
é bastante extenso, indo desde a colonizacdo de mucosas
até quadros sistémicos com a invasdo de drgdos, expres-
sando assim a variedade de relagcdes que ocorrem entre o
hospedeiro e a microbiota autéctone. A ampla variedade
de apresentacdo da candidiase e a sua significancia clinica
tém estimulado o interesse no estudo dos mecanismos de
patogenicidade das espécies de Candida e na identificacdo
de seus fatores de viruléncia® & 1213,

As leveduras do género Candida formam col6nias muc6i-
des ou secas, com coloracdo que vai do branco ao creme,
e apresentam brotamento e/ou pseudomicélios. A Candida
albicans, que foi descrita pela primeira vez por Langenbeck
(1830) como estomatite cremosa de paciente com febre ti-
foide, é a espécie isolada com maior freqliéncia de infecgdes,
sendo considerada o patégeno oportunista mais comum na
espécie humana. A sua distribuicao € muito ampla, podendo
ser encontrada tanto no meio ambiente como fazendo parte
da microbiota normal do homem - nas mucosas bucal e
vaginal e no trato gastrintestinal. Aproximadamente 25%
a 30% dos individuos séo portadores de Candida albicans
na cavidade oral; 50%, no trato gastrintestinal; e cerca
de 30% das mulheres tém colonizacdo vaginal em algum
momento® > 712,

Das outras espécies, que também estdo implicadas em
quadros clinicos, destacam-se: C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. glabrata, C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii e, mais recen-
temente, C. dubliniensis. E importante ressaltar que, apesar
de a Candida albicans continuar sendo a principal causa
de infeccdes, a proporcao de atribuicdes destas as outras
espécies tem aumentado consideravelmente(% 141829,

A patogenicidade da Candida albicans esta relacionada
a uma combinacdo de fatores que contribuem para a sua
viruléncia. Alguns estudos tém sido realizados com a fina-
lidade de identificé-los. E importante destacar que alguns
desses fatores, como a producdo de enzimas extracelulares,
também estédo sendo relatados em espécies nao-albicans®
2, Diversas enzimas, como proteinases e fosfolipases, séo
produzidas por fungos. Elas estdo associadas a patogenici-
dade desses organismos, em fun¢do do prejuizo que cau-
sam aos tecidos do hospedeiro. Sao capazes de promover
destruicdo nas membranas celulares por meios hidroliticos,
sendo consideradas importantes fatores de viruléncia de-
senvolvidos por essas leveduras 1622,

Desde o nascimento, a cavidade oral é colonizada por
leveduras do género Candida, principalmente Candida

albicans. Geralmente esses fungos habitam a mucosa
bucal como leveduras sapréfitas, constituindo parte da
microbiota normal. Porém, sob determinadas condicdes,
podem assumir a forma patogénica de micélio, induzindo
o aparecimento de lesdes que sdo freqlientes em criancas
ou pacientes imunodeprimidos? 29.

A candidiase geralmente ndo causa maiores complica-
¢Bes, mas deve ser tratada para evitar uma infec¢do longa
e cronica. Ela interfere na alimentacdo, gerando perda do
apetite e comprometendo as necessidades de hidratacdo
e nutrientes®.

Diante do que foi exposto anteriormente, este trabalho
teve como objetivo separar, identificar e detectar as enzimas
extracelulares proteinase e fosfolipase de Candida albicans
isoladas na mucosa bucal de criancas que freqlientavam
uma creche da prefeitura de Fortaleza.

Material e método

Foi coletada uma amostra da mucosa bucal de cada uma
das 364 criancas da creche, no periodo de marco de 2000 a
novembro de 2002. O material foi avaliado cuidadosamente
para observar a presenca de lesdes e entdo colhido. Nao
foram observadas lesGes nas mucosas dos alunos. A coleta
foi realizada usando-se dois swabs estéreis, sendo um para
esfregacos em lamina e coloracdo pela técnica de gram e
0 outro, destinado ao cultivo® ',

Os materiais clinicos obtidos foram semeados com
um swab pela técnica de esgotamento, em placas de Petri
contendo &gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, e
incubado a 37°C. As coldnias de leveduras foram identifi-
cadas pelas seguintes provas: teste do tubo germinativo,
microcultivo em &gar fubd, teste para fermentacdo de
aclcares (zimograma) e assimilagdo de agucares (auxano-
grama)® 1.

De todas as espécies de Candida isoladas neste estudo,
a mais freqiiente foi a C. albicans, com 30 isolados. Essas
cepas foram submetidas a pesquisa de enzimas fosfolipase
e proteinase. Suspensdes das leveduras em dgua destilada
esterilizada, equivalente a 1 na escala de MacFarland, fo-
ram inoculadas em pontos eq(iidistantes, respectivamente,
nos meios de agar proteinase (extrato de levedura 11,7g;
albumina bovina 2g; protovit 3 gotas, agar 189 e H,0
1.000ml) e &gar fosfolipase (Agar Sabouraud 65g; NaCl
57,3g; CaCl, 0,55g; gema de ovo 40g e H,0 1.000ml).
As placas contendo dois indculos de diferentes cultivos
permaneceram incubadas a 37°C, durante sete dias para
proteinase e quatro dias para fosfolipase('> 1622,
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A presenca da atividade da proteinase e da fosfolipase
foi verificada pela formacdo de um halo transparente ou
opaco ao redor da colnia, respectivamente. A atividade
enzimatica foi obtida por meio da razéo entre o didmetro
da coldnia (dc) e o diametro da colénia mais a zona de
precipitacdo (dep). As atividades enzimaticas (P,) foram
medidas dividindo-se o didmetro da coldnia pelo didmetro
da coldnia somado a zona de precipitacdo. Em ambos os
casos, quando a P, foi igual a 1 foi considerada negativa e
quando essa medida ficou entre 0,64 e 0,99, a atividade
foi considerada positiva'*16¢22),

Resultados

Das 364 amostras coletadas, 67 (18%) foram positivas
para leveduras do género Candida (Figura 1). As coloracbes
de gram foram realizadas para separar as leveduras das
bactérias, s6 havendo interesse pelas primeiras.

A C. albicans foi a mais prevalente, isolada em 30
amostras, 45% em relacdo as outras Candida spp. As
outras espécies isoladas foram: C. tropicalis (31%), C.
guilliermondi (17%), C. glabrata (4,5%) e C. stellatoidea
(1,5%) (Figura 2).

Quanto a pesquisa da atividade enzimatica de C. albi-
cans, foi observado que seis isolados (20%) apresentaram
P, positiva para proteinase e dez (33%) mostraram positi-
vidade para fosfoplipase (Figura 3).

Discussao

A candidiase bucal é um grande problema de salde
publica, podendo estar associada a doencas infecciosas,
principalmente em regides onde as condi¢bes de sanea-
mento e higiene sdo bastante precarias. Os sinais e sintomas

82%

18%

B Amostras positivas Amostras negativas

Figura 1 - Amostras clinicas da mucosa bucal positivas para o género Candida
isoladas de criangas que fregiientam uma creche da prefeitura de Fortaleza
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Figura 2 - Espécies de Candida isoladas da mucosa bucal de criangas que
freqiientam uma creche da prefeitura de Fortaleza
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Figura 3 - Atividade enzimdtica de Candida albicans isoladas da mucosa bucal de
criangas que freqtientam uma creche da prefeitura de Fortaleza

que a caracterizam em criancas sdo a presenca de eritema e
placas brancas. As candidiases bucais (estomatites cremosas)
que ocorrem em criancas de creches decorrem principal-
mente da deficiéncia na esterilizacdo de utensilios, como
mamadeiras, bicos e copos, entre outros. Nelas, o problema
se agrava porque o ambiente coletivo aumenta as chances
de ocorréncia de infec¢bes, o que certamente propicia um
elevado risco de contaminacao.

Partindo da constatacdo do alto indice de candidiase
bucal em criangas que freqlientam creches, e tentando
evita-la, amparados pelo conhecimento da bibliografia,
procuramos isolar leveduras do género Candida e avaliar
os fatores de viruléncia (proteinase e fosfolipase) das cepas
presentes.
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Neste estudo, verificou-se que 67 (18%) criancas apre-
sentaram leveduras do género Candida na mucosa bucal
(Figura 1). No trabalho realizado por Moreira et al.'%, ao
verificarem a presenca de Candida spp. na cavidade oral
de escolares na cidade de Piracicaba, num total de 239
coletas, foram isoladas Candida em 113 criangas, represen-
tando 47,3%. Em nosso trabalho, obtivemos um resultado
bastante inferior, apenas 18%. Como a creche recebe
atendimento de profissionais de salde da Universidade
Federal do Ceara (UFC), as pessoas que la trabalham tém
treinamentos constantes.

Foram encontradas as seguintes leveduras do género
Candida: C. albicans (45%), C. tropicalis (31%), C. guillier-
mondii (17%), C. glabrata (4,5%) e C. stellatoidea (1,5%)
(Figura 2). No trabalho realizado por Moreira et al.%, com
criancas, e por Sousa et al.!”, com pacientes que fazem uso
de prétese total na cidade de Fortaleza, verificou-se que a
espécie mais encontrada foi a C. albicans, seguida por C. tro-
picalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondi.
Comparando esses resultados com os nossos, observamos
semelhancas quanto as espécies de Candida isoladas.

Penha et al.!¥, na Faculdade de Odontologia da Uni-
versidade de Sado Paulo (USP), com pacientes desdentados
com e sem lesbes bucais, constataram que a Candida
albicans foi a espécie mais freqiiente, com 81,1%, seguida
por C. parapsilosis, C. tropicalis e C. guilliermomdii. Aqui
também existem semelhancas entre as leveduras isoladas.
Trabalho também importante foi o realizado na Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto da USP por Candido
et al.. Eles avaliaram 50 pacientes e concluiram que a
Candida albicans foi a mais prevalente em todos os tipos
de amostras examinadas. Encontraram também cepas
de C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii e C. krusei,
e onde estas foram as mais freqiientes, respectivamente.
Isso contribui definitivamente para a semelhanca dos
resultados, confirmando a importancia da C. albicans na
mucosa bucal.

A presenca das enzimas proteinase e fosfolipase tem sido
descrita, principalmente em cepas de Candida albicans, dai a
pesquisa da atividade enzimatica de ambas nessa levedura.
Sarmaranayake et al.(”) estudaram a atividade fosfolipasica
de 41 cepas de leveduras do género Candida e observaram
que esses tipos de enzima eram produzidos por C. albicans,
mas ndo por outras espécies.

No trabalho, verificou-se a produgdo de proteinase em
20% das 30 amostras de Candida albicans isoladas nas crian-
cas, no periodo estudado (Figura 3). Esses resultados estéo
bastante inferiores aos obtidos por varios autores brasileiros.

Oliveira® observou atividade fortemente proteolitica em
pacientes imunocomprometidos, ressaltando a importéan-
cia dessa enzima no processo patogénico. Sousa et al.("”
verificaram que, em pacientes portadores de prétese total,
as atividades enzimaticas de C. albicans foram de 52% para
producdo de proteinase. Candido et al." observaram que
66,7% de Candida albicans isoladas na mucosa bucal de
pacientes da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto
apresentaram atividade proteolitica, enquanto Penha et
al."averiguaram 100%, fortemente positiva. Os resultados
quanto a deteccéo de atividade proteolitica foram menores
que os obtidos pelos autores citados acima. A justificativa
deve-se ao fato que os grupos estudados diferem e que os
porcentuais ndo podem ser simplesmente comparados.
Apenas a comparacdo € realizada em relacdo as espécies
de Candida mais freqlientemente isoladas.

No que diz respeito a produgéo de fosfolipase, os resul-
tados mostraram atividade enzimética de 33% (Figura 3),
inferior aos estudos realizados por outros autores. Candido
et al.M e Penha et al." verificaram que as cepas de C. albi-
cans isoladas da mucosa bucal apresentaram uma atividade
fosfolipasica de 83,3%, com forte positividade em 36,6%.
Oliveira® encontrou maiores indices de fosfolipase em
amostras de pacientes imunocomprometidos quando com-
paradas com as de individuos sadios. Os nossos resultados
foram semelhantes ao encontrado por Sousa et al.?). Estes
autores, em pacientes portadores de prétese dentéria total,
obtiveram uma producdo de fosfolipase de 36%. Pode-se
observar que os resultados foram bastante diferentes dos
obtidos pelos autores citados acima. Isso ocorreu pelo fato
de termos feito a coleta em individuos sem lesées bucais, e
os trabalhos citados levaram em consideracdo as amostras
clinicas destas.

Conclusao

A caracterizagdo das leveduras que ocorrem na mucosa
bucal de criangas, assim como a determinagdo da sua ati-
vidade enzimética, pode contribuir para o entendimento
da epidemiologia da doenca e auxiliar no tratamento das
criangas com essa patologia.
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